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Enterococcus faecalis é uma espécie microbiana comumente isolada em infecções 
periapicais persistentes. A medicação intracanal tem por objetivo reduzir a microbiota 
residual,e,dessa forma, se faz importante a pesquisa de novos materiais para a sua 
incorporação. Objetivo: estudar in vitroa eficácia de nanopartículas de quitosana com 
óleo de Pequi (Caryocar coriaceum) encapsulado contra Enterococcus 
faecalis.Metodologia:o óleo do C. coriaceumfoi extraído do mesocarpo do fruto usando 
a técnica com rotaevaporação. A quitosana foi obtida por meio de etapas sequenciais 
de pré-tratamento, desmineralização, desproteinização, desodorização e secagem. As 
nanopartículas de quitosana foram obtidasatravés da desacetilação, seguida da 
neutralização e gotejamento de Tripolifosfato de Sódio(TPP). Os testes 
antimicrobianos foram feitos através da CIM (Concentração Inibitória Mínima) e CBM 
(Concentração Bactericida Mínima. Resultados: Não se observou atividade 
antimicrobiana do óleo do C. coriaceum em nenhuma das concentrações testadas: 
3,88 mg/mL de quitosana; 2,34 mg/mL de óleo; 3,834 mg/mL de quitosana; 3,82 
mg/mL de quitosana e 0,017mg/mL de óleo. Sendo assim um novo teste de Difusão 
em Disco foi executado com uma amostra pura e concentração maior do óleo(10 µl), 
que confirmou a inatividade antimicrobiana.Conclusão:Conclui-se que o óleo do C. 
coriaceum encapsulado em nanopartículas de quitosana não exerceram atividade 
antimicrobiana sobre E. faecalis.  
 




Enterococcus faecalis is a microbial species commonly isolated in persistent periapical 
infections. The intracanal medication aims to reduce the residual microbiota, and, in 
this way, it becomes important to research new materials for its incorporation. Aim: to 
study in vitro the efficacy of chitosan nanoparticles with Pequi (Caryocar coriaceum) oil 
encapsulated against E. faecalis. Methodology: C. coriaceum oil was extracted from 
the fruit mesocarp using the rotavaporation technique. Chitosan was obtained by 
means of sequential stages of pre-treatment, demineralization, deproteinization, 
deodorization and drying. Chitosan nanoparticles were obtained through deacetylation 
followed by neutralization and dripping of sodium tripolyphosphate (TPP). Results: No 
antimicrobial activity of C. coriaceum oil was observed in any of the tested 
concentrations: 3.88 mg / mL chitosan, 2, 34 mg / mL oil, 3.834 mg / mL chitosan, 3.82 
 
 
mg / mL chitosan, and 0.017 mg / mL oil. Thus a new Disk Diffusion test was 
performed with a pure sample and a higher oil concentration (10 μl), which confirmed 
the antimicrobial inactivity. Conclusion: It was concluded that the oil of C. coriaceum 
encapsulated in chitosan nanoparticles did not exert antimicrobial activity on E. 
faecalis. 




O insucesso endodôntico é, na maioria das vezes, resultante de falhas 
técnicas, as quais impossibilitam a conclusão adequada dos procedimentos 
intracanais voltados para o controle e a prevenção da infecção endodôntica1. 
Associado com a incapacidade de alcançar completa desinfecção do canal radicular, 
visando o controle infeccioso, a medicação intracanal antimicrobiana vem para auxiliar 
nesses casos e tentar alcançar a microbiota residual, sendo utilizada entre as sessões 
terapêuticas2 . O Hidróxido de Cálcio é o material mais comumente utilizado com 
medicamento intracanal3 mesmo assim, novos fármacos vem sido testados. 
O Enterococcus faecalis é uma espécie comumente isolada que pode 
desempenhar um papel em infecções endodônticas persistentes4,5,6.O 
desenvolvimento destas infecções pode ser causado pela sua resistência 
antimicrobiana inerente, capacidade de adaptação a mudanças ambientais severas ea 
capacidade de invadir os túbulos dentinários onde eles estão protegidos dos 
medicamentos endodônticos e são, portanto, difíceis de eliminar6. 
 
O efeito antibacteriano do Caryocar brasiliense Cambess (Pequi) foi testado 
contra Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e 
Staphylococcus aureus, concluindo que substâncias antioxidantes presentes no 
extrato hidroetanólico das folhas do pequizeiro são responsáveis pela atividade 
antimicrobiana desse fitoterápico 7. Também foi comprovada ação anti-inflamatória e 
cicatricial do óleo de Pequi (Caryocar coriaceum),e foi aventada a ação antimicrobiana 
do mesmo8. 
         A quitosana é um polissacarídeo catiônico produzido através da desacetilação da 
quitina, que é adquirido através do exoesqueleto de crustáceos 9. Para potencializar o 
uso dessas substâncias, o uso de nanopartículas é uma opção. As nanopartículas 
(NPs) de quitosana na interface dentinária, podem induzir biomineralização das 
matrizes de colágeno formando uma barreira contra recolonização bacteriana, tem 
 
 
ação quelante,  interfere na formação inicial  de biofilme sobre a dentina, ação esta 
semelhante ao do EDTA, e também tem potencial de induzir a remineralização da 
dentina 3. 
Segundo Yadav10, Clorexidina, NaOCl e quitosana nas concentrações 
testadas reduziram o biofilme com E. faecalis significativamente, mas a baixa 
toxicidade da quitosana nas duas concentrações testadas (0,5% e 0,25%)favoreceu 
seu uso como irrigante do canal radicular como uma alternativa, considerando as 
propriedades indesejáveis de NaOCl, como alto efeito desmineralizante, e clorexidina 
com ausência de atividade e não tem ação clareadora 11. 
O uso de E. faecalis neste estudo justifica-se por sua resistência relatada a 
procedimentos químico e mecânicos do tratamento intracanal, por seu comprovado 
envolvimento no insucesso dos tratamentos endodônticos e por ser relativamente fácil 
de cultivar e manipular. Dessa forma, esse estudo tem como objetivo analisar a 
atividade antimicrobiana contra a E. faecalis e viabilidade de novos materiais como a 
quitosana e óleo de pequi, ambos com características indicadoras de serem favoráveis 
para controle da infecção microbiana do canal radicular e biocompatibilidade. 
4. METODOLOGIA 
 
4.1. Coleta, identificação do material vegetal e obtenção do óleo 
As amostras de Caryocar coriaceum Wittm foram coletadas na Floresta 
Nacional do Araripe-Apodi (Ceará, Brasil), identificado e processado no laboratório de 
Produtos Naturais, do Departamento de Bioquímica, do Centro de Biociências, da 
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).O óleo da espécie Caryocar coriaceum 
foi obtido sua densidade pela média de três pesagens diferentes em uma balança 
analítica e então dividida pelo volume (0,8 g/mL).O mesocarpo de C. coriaceum foi 
aquecido na estufa a 50°C por 48 horas, logo após colocado para resfriar e deixadas 
no dessecador até o preparo para extração do óleo. Foi triturado 5mg de mesocarpo e 
adicionado 6,5 gramas de sulfato de sódio anidro (Na2SO4). Em seguida foi então 
retornada para papel de filtro e reservada, em seguida adicionou-se pérolas de Boraxe 
240 ml de n-hexano. A amostra foi colocada em condensadores Soxhet na Bateria 
Sebelin, e foi aguardado de 6 a 8 horas de extração. Logo mais, as chapas 
aquecedoras foram desligadas, o resfriamento dos balões foi aguardado e o sistema 
Soxhlet/ balão foi retirado.  
Por fim, foi colocada água destilada no banho-maria do rotaevaporador e 
aquecida a 50°C, e associado a um condensador mantido sempre com água gelada. O 
 
 
balão de fundo chato foi retirado e levado para o fluxo de gás nitrogênio industrial para 
retirar o resíduo do solvente até o peso do balão estabilizar. O balão com o óleo foi 
pesado e seu peso anotado. O óleo obtido foi transferido para frascos âmbar e 
armazenado em freezer (-20°C). 
4.2 Obtenção da Quitosana 
 
A obtenção da quitosna deu-se mediante os seguintes processos: pré-
tratamento, desmineralização, desproteinização, desodorização e secagem. Foi 
utilizada para os ensaios realizados em escala piloto uma capacidade de 7kg de 
matéria-prima. O processo de produção de quitosana foi realizado a partir da 
desacetilação da quitina, em que a quitina reage com solução de NaOH 45°Bé 
(42,3%), em um reator com agitação e aquecimento (130º C constante), por 2 horas, 
logo após é removido o excesso do reagente com água aquecida. Da quitina 
desacetilada obtém-se a quitosana e esta passou por um processo de purificação, que 
consiste em dissolver quitosana a 1%, em solução de 1% ácido acético.  Essa solução 
é centrifugada, e o material não dissolvido foi separado. Após, foi feita a neutralização 
com ácido até pH 7,0 9. 
 
4.3 Obtenção das Nanoparticulas (NPs) de quitosana 
 
A quitosana foi purificada a 0,5% (p/v) em solução de ácido acético 1% (v/v). 
Após 24h sob agitação e temperatura ambiente, o pH original da solução de 4,0 foi 
ajustado para 4,7 ± 0,1 com solução de NaOH 10 N. As NPs foram formadas após o 
gotejamento de solução aquosa de tripolifosfato de sódio (TPP) 0,25% (p/v) à solução 
de CS na razão 1:3 (v/v). O gotejamento foi feito por intermédio de uma bomba 
dosadora peristáltica Havard com agulha Descartável (0,70 mm de diâmetro, a 
500,0µL /min, sob magnética de 30minutos (300rpm)).  
 
4.4Amostras  
Foi estabelecida uma proporção óleo:quitosana de 1:2, óleo:span80 de 1:1, 
óleo:etanol de 3:1 TPP (Tripolifosfato) foi usado na proporção de 3mL para 10mL de 
quitosana. A densidade do óleo de pequi foi de 0,8 g/mL. Foi usado nas amostras de 
quitosana 126mg (1,4mL) de quitosana,e 23,6mL de água destilada.  
Foi necessário fazer modificações de proporção e adição de diluentes, para 
melhorar a solubilidade do sistema.  Dessa forma, o óleo foi diluído com span 80 e 
etanol devido a polaridade hidrofóbica do óleo em relação a quitosana. Devido a essa 
 
 
modificação, pode-se levar em consideração a possibilidade de influência na 
estabilidade fisicoquímica da amostra. 
Amostra I e I1: quitosana(1,4mL=126mg)+ H2O(23,6mL)+ácido 
acético(0,25mL), sob agitação magnética por 24h. Adicionou-se 7,5mL de TPP com 
uma bomba injetora (500,0µL /min), agitou-se por 30min (3,88 mg/mL de quitosana). 
Amostra L e L1: óleo de pequi(70 µL)+ span (70µL)+ etanol(210µL)+ 
H2O(23,6mL), sob agitação magnética por 30min (2,34 mg/mL de óleo) 
Amostra K e K1: quitosana (1,4mL)+span (70µL)+ etanol(210µL)+ 
H2O(23,6mL)+ Ác. Acético(0,25mL, o qual evapora), sob agitação magnética por 24h. 
Adicionou-se 7,58 mL de TPP com uma bomba injetora (500,0µL /min), agitou-se por 
30min (3,834 mg/mL de quitosana). 
Amostra J e J1: quitosana (1,4mL)+óleo de pequi(70 µL)+ span (70µL)+ 
etanol(210µL)+ H2O(23,6mL)+ Ác. Acético (0,25mL, o qual evapora), sob agitação 
magnética por 24h. Adicionou-se 7,6mL de TPP com uma bomba injetora  (500,0µL 
/min), agitou-se por 30min (3,82 mg/mL de quitosana, 0,017mg/mL de óleo).  
 
4.5 Potencial Zeta 
As análises foram realizadas no equipamento Malvern Zetasizer Nano S, da 
Malvern Instruments Ltd, o qual utiliza o princípio da difração do raio laser. As medidas 
foram realizadas em triplicata a 25 ºC. 
 
4.6 Grupos de teste e controle (teste antimicrobiano) 
 
Amostras do     1.TPP              2.O1(Óleo de Pequi + Etanol)   
   Grupo             3. O2 (Óleo de Pequi + Span 80)     4. Etanol               
 Controle           5. Span 80                                 6. Ác. Acético 
 
 
Amostras          1. K1               
     do                 2. I1 
  Grupo              3. L1 
   Teste              4. J1 
  
Cultivo: Enterococcus faecalis (ATCC 29212) 
  




Para o cultivo de E. faecalis, foi realizado o descongelamento das cepas de 
referência em temperatura ambiente. Em seguida, 50 µL do inoculo e 5mL (5000 µL) 
do meio BHI-Caldo foram colocados em tubos Falcon com tampa previamente 
esterilizados. Após homogeneização no Agitador e tubos (Vórtex, da FANEM®, modlo 
251), os tubos semi-abertos foram colocados em jarra de anaerobiose e levado para a 
Estufa Cultura Bacteriológica (Sterilifer, SX1.0DTMC), durante 48 horas a 37ºC. Após 
48h do cultivo, o tubo foi colocado em aparelho centrifugador (Centrífuga 80-2B, 
CENTRIBIO ) e centrifugado por 15 minutos na velocidade 2.500 rpm (rotações por 
minuto). Em seguida, o sobrenadante foi descartado e ao tubo foi acrescentado 5 mL 
de solução salina (NaCl 0,9%). Após, a mistura foi homogeneizada no Vórtex e 




As suspensões bacterianas preparadas em solução salina (NaCl 0,9%) foram 
padronizadas através de espectrofotômetro (GLOMAX MULTI, Promega) emitindo 
comprimento de onda de 625 nm e valor de absorbância variando entre 0,080 a 0,100 
correspondente a concentração de 1 a 2 × 108 UFC (unidades formadoras de 
colônias)/mL, equivalente a 0,5 da Escala de MacFarland. Para a leitura, uma placa de 
96 poços de fundo chato (COSTAR®) foi utilizada, onde no primeiro poço foram 
colocados 100 µL de salina e no segundo poço, 100 µL do inóculo previamente 
preparado 12. 
 
4.6.3 Microdiluição em caldo e replaqueamento dos subcultivos 
 
A determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) para os grupos 
avaliados foi realizada através da técnica da microdiluição em caldo (NCCLS, 2003). 
Realizou-se paralelamente a microdiluição dos controles de viabilidade das cepas 
controle de crescimento (CC - 100 µL do meio-caldo e 100 µL do inóculo), controle de 
esterilidade do meio (CE - 100µL do meio-caldo), e controle positivo não foi feito, pois 
a literatura defende que a amostra "I" tem efeito antibacteriano contra E. faecalis13. 
Inicialmente, foram distribuídos 100 µL de BHI-caldo nos orifícios da placa de 
microdiluição de fundo em U. Posteriormente, 100 µL do aduto avaliado foram 
transferidos para o primeiro poço e diluídos seriadamente a partir da retirada de uma 
alíquota de 100 µL da cavidade mais concentrada para a cavidade sucessora, 
seguindo até o ultimo poço. Em seguida, foram adicionados a cada poço 100 µL do 
 
 
inóculo na concentração 5 x 105 UFC/mL. O ensaio foi realizado em triplicata, e as 
placas de microdiluição foram incubadas em estufa a 37ºC durante 24 horas.  
A leitura para determinação da CIM dos grupos sobre as cepas de E. faecalis 
foi feita a partir do método visual, levando em consideração a formação ou não de 
aglomerados de células no fundo da cavidade da placa de microdiluição9. Dessa 
forma, a CIM foi considerada a menor concentração do produto em teste capaz de 
inibir o crescimento das cepas utilizadas nos ensaios microbiológicos14.  
Para a confirmação do resultado visual, ou seja, para confirmar a presença de 
microrganismos viáveis nas concentrações inibitórias, 30 µL do corante Resazurina 
Sódica (Sigma®) foram adicionados como indicador de óxido-redução, o qual indica 
alteração de pH (potencial de hidrogênio) devido à presença de microrganismos15. 
 Após 1 hora da aplicação do corante a placa foi avaliada e tabulado os 
resultados. As Concentrações Bactericidas Mínimas (CBMs) dos adutos foram 
determinadas a partir do resultado da CIM, no qual será realizado o subcultivo de 10 
µL da concentração correspondente à inibitória e as duas concentrações 
imediatamente mais concentradas (CIM x 2 e CIM x 4) 16 ,  em placas de petri 
contendo meio sólido (BHI-ágar). Após 48 horas de incubação à 37ºC, foram realizado 
a leitura das CBMs, considerada a menor concentração que impediu o crescimento 
visível do subcultivo14.  
 
4.6.4 Método de disco difusão em meio sólido 
 
O ensaio para determinação do efeito antibacteriano das substâncias foi 
realizado pelo método de disco difusão em meio sólido. Em placas de Petri estéreis 
serão adicionados 20 mL de BHI-ágar e resfriado a 45-50ºC. Após solidificação do 
ágar, foi inoculado 500 µL da suspensão bacteriana de E. faecalis na concentração de 
108 UFC mL-1. Em seguida, discos de papel de filtro estéreis serão embebidos em 10 
µL do óleo de pequi e colocados sobre o meio de cultura. O ensaio foi realizado em 
triplicata, e os resultados serão avaliados a partir da mensuração dos diâmetros dos 
halos de inibição de crescimento bacteriano em milímetros (mm).  
 
5. RESULTADOS 
5.1 Potencial Zeta 
 











I 42,5667 mV 3,336 µmcm/Vs 0,562mS/cm 
K 43,5 mV 3,41µmcm/Vs 0,5867 mS/cm 
L -41,4 mV -3,24467µmcm/Vs 0,143mS/cm 
J 24,7333 mV 1,939 µmcm/Vs 0,9283 mS/cm 
 
Como esperado, o potencial zeta muda de negativo (amostra L) para positivo 
quando recoberto com quitosana (amostra J) 17, o que comprova o encapsulamento do 
óleo de pequi pelas nanopartículas de quitosana. 
 
5.2 CIM (Concentração Inibitória Mínima) 
Para os grupos experimentais de controle, as atividadesantimicrobianasdo 
controle negativo contra o E. faecalis, e não tiveram efeito sobre o crescimento, 
respectivamente, para nenhum dos poços de semeadura. 
 Em todos os grupos experimentais não se observou efeito de inibição 
do crescimento do E. faecalis, indicando não haver atividade antimicrobiana dos 
compostos com o óleo do pequi, do óleo do pequi puro e das nanopartículas de 
quitosana sobre o microrganismo. A resazurina permaneceu na coloração azul, 
indicando que não houve crescimento bacteriano, e em todas as amostras e alguns 
controles foi-se observado alteração de cor (roxa, rosa, laranja), conforme observado 
nas figuras A e B indicando a viablilidade microbiana. 
 
Figura I : Placa de 
96 poços contendo os 
grupos amostrais: (J), (O1) 
e (O2) em triplicata. 
Controle de crescimento 
(CC). Controles de 
esterelidade: (CE), (TPP), 
Etanol (ET), Span(SP), 






Figura II : Placa de 
96 poços contendo os 
grupos amostrais: (K), (I) e 
(L) em triplicata. Controle de 
crescimento (CC). Controles 
de esterelidade: (CE), (TPP), 






5.3 Difusão em ágar (CBM-Concentração Bactericida Mínima) 
Nenhuma das concentrações utilizadas se mostraram suficiente para inibir a 
proliferação da E. faecalis. 
  
 
5.4 Difusão em 






um novo teste de 
 
 
difusão em disco com 10µL de óleo de pequi puro reproduzindo a mesma ineficácia 




O estudo mostrou que o óleo do mesocarpo do pequi não teve ação contra E. 
faecalis. Curiosamente a literatura mostra que a extração proveniente de outras partes 
da planta pode ter ação antimicrobiana. Por exemplo, a atividade antibacteriana 
do extrato hidroetanólico de Caryocar brasiliense Cambess, foi positiva para E. 
faecalis, concluindo que substâncias antioxidantes (no extrato mostrou a presença de 
flavonoides, taninos, saponinas e terpenóides) presentes no extrato hidroetanólico das 
folhas do pequizeiro são responsáveis pela atividade antimicrobiana desse 
fitoterápico7. O extrato aquoso da folha do C. brasiliense apresentou bioatividade 
inibitória intermediária somente sobre a bactéria S. aureus em concentração de 
50g/mL, não demonstrando atividade sobre E. coli, E. faecalis e P. aeruginosa18. 
Podemos então inferir que a forma de extração na forma de extrato tem resultados 
podem ter efeitos biológicos distintos. Também sabe-se que as características 
hidrofóbicas do óleo, por não possibilitarem mistura homogênea com o meio de 
cultura,  tem uma exposição diferencial entre a bactéria e o agente inibidor podendo 
trazer prejuízos ao efeito antimicrobiano 19. 
Muitos fatores podem influenciar sobre os dados obtidos da CIM, como por 
exemplo métodos de difusão e diluição, condições de cultivo (tempo de incubação, 
temperatura, taxa de oxigênio), meio de cultura, concentração das substâncias 
testadas, dispersão e emulsificação dos agentes utilizados na emulsão óleo-água20. A 
concentração do extrato, a qualidade do material coletado, época de coleta, teor do 
princípio ativo ou baixa sensibilidade dos microrganismos estudados aos óleos e 
extratos podem ter gerado essa ausência na atividade antimicrobiana dos mesmos 21. 
 Tem-se feito tentativas de atividade antimicrobiana contra E. faecalis com 
nanoencapsulamento. Por exemplo, o  gel de Nanopartículas de Prata(NPs de Ag) nas 
concentrações 0,05%, 0,1% e 0,2% foi testado em comparação a clorexidina (CHX) 
2% e ao fenol canforado. Não foram encontradas diferenças significativas entre NPs 
de Ag 0,05% e as outras substâncias, porém o gel de NPs de Ag 0,1% e 0,2% foi mais 
eficaz que a CHX e fenol canforado22.As nanopartículas de quitosana liofilizadas da 
pesquisa de Blanco4, indicaram atividade antimicrobiana sobre o E. faecalis e 
apresentaram tamanho compatível com o diâmetro dos túbulos dentinários, indicando 
uma amostra que possui potencial antimicrobiano, biocompatibilidade e poder de 
penetração dentinário. No nosso estudo, porém a quitosana foi inerte. Isso corrobora 
 
 
com outro estudo que utilizou NPs de quitosana a 0,2% como substância irrigadora e 
quenão debelou a contaminação dentinária da E. faecalis23. 
O potencial zeta é a magnitude de atração ou repulsa entre as partículas e 
fornece informações sobre a interação eletrostática entre as superfícies. No caso das 
nanopartículas, uma característica importante é a carga superficial positiva. O 
potencial zeta está diretamente relacionado ao seu potencial antimicrobiano, tais como 
a média dos valores do potencial zeta de cada grupo de amostra, o desvio padrão e o 
pH24.Estudos demonstraram que partículas com um potencial abaixo de -30 mV e 
acima de +30 mV são mais estáveis em suspensão e apresentam menor agregação. 
As partículas neutras apresentam menores taxas de opsonização quando comparadas 
a partículas altamente carregadas 25. 
Embora o óleo da espécie C. coriaceum, as nanoparticulas de quitosana e as 
nanocápsulas de quitosana com o óleo não tenham demonstrado atividade bacteriana 
contra E. Faecalis devem ser realizados mais testes com essas substâncias. Estes 
testes devem ser feitos sob novas condições de extração, proporção, preparo das 




Conclui-se que o óleo do C. coriaceum encapsulado em nanopartículas de 
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